











A screen for long noncoding RNAs associated with oral squamous 
cell carcinoma identifies a potential oncogenic role of DLEU1 
(口腔扁平上皮癌での長鎖非コード RNA の発現及び機能的スクリー
ニングは DLEU1 の癌遺伝子としての機能を示唆する) 
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近年の研究では長鎖非コード RNA (long non-coding RNA: lncRNA) の癌における発現異
常及び癌の進展への関与が次々と示されている。一方で口腔癌における lncRNAの病的意義
や分子生物学的機能は不明な部分が数多い。本研究では口腔扁平上皮癌 (Oral Squamous 
Cell Carcinoma: OSCC) で癌の進展に関与しうる lncRNAを同定し、その機能的・臨床的意義
を明らかにすることで、診断・治療応用につなげることを目的とする。 
 
【研究方法】   
1. 研究対象 
The Cancer Genome Atlas (TCGA) データベースに登録されている head and neck 
squamous cell carcinoma (HNSCC) 530 症例の RNA シークエンスデータを用いて
lncRNA の発現量を解析した。18 種類の OSCC 細胞株を用いて、同定した lncRNA の
発現および機能を解析した。札幌医科大学口腔外科で外科的に切除された OSCC 症例
29例から RNAを抽出し、lncRNA発現を解析した。 
2. 定量 RT-PCRによる発現解析 
18種類のOSCC細胞株における lncRNAの発現を定量 RT-PCR法で解析した。DLEU1
に対する 2種類の siRNA (siDLEU1-1, 2) をトランスフェクションし、72時間に発現抑
制効率を定量 RT-PCR 法で検証した。OSCC 臨床検体における DLEU1 の発現を定量
RT-PCR法で確認した。 
3. siRNAによる lncRNAノックダウン 
6 種類の lncRNA に対する siRNA を OSCC 細胞株にトランスフェクションし、OSCC
細胞の増殖に与える影響を cell viability assayにより検証した。 
4. 細胞増殖・遊走・浸潤アッセイ 
OSCC 細胞株に DLEU1 に対する siRNA をトランスフェクションし、DLEU1 のノッ
クダウンが増殖に与える影響を cell viability assayで検証した。また細胞の遊走・浸潤




に与える影響を、Annexin V / PI染色とフローサイトメトリーにより解析した。 
6. xenograft解析 





OSCC 細胞に DLEU1 に対する siRNA をトランスフェクションし、72 時間後に total 
RNA を抽出した。マイクロアレイ解析を行い、DLEU1 ノックダウンにより発現変動す
る遺伝子を抽出した。データ解析には Gene Spring GX ソフトウェアを使用した。アレイ
解析で同定された遺伝子の発現を定量 RT-PCR 法により検証した。 
 
【研究成績】 
1. OSCCにおける lncRNAの発現スクリーニング 
RNA シークエンスデータ解析の結果、頭頸部扁平上皮癌で有意に発現亢進を示す
lncRNA を 15 種類抽出した。定量 RT-PCR 法を用いて、それらの lncRNA の発現を 18
種類の OSCC細胞株で解析した結果、14種類の lncRNAの発現亢進を確認した。 
 
2. Cell viability assay による lncRNAの機能的スクリーニング 
上記で同定した lncRNA のうち、特に高頻度に発現亢進を認めた 6 種類の lncRNA 
lncRNA (DLEU1, LINC00941, LINC00460, TCONS_00015845, TCONS_00025137, 
TCONS_00005474)について機能スクリーニングを行った。5 種類の OSCC 細胞株 
(HSC-3, KON, Ca9-33, MOT, SAS) に、lncRNA に対する siRNA をトランスフェクシ





Migration assay、wound healing assay、invasion assay の結果、DLEU1のノック
ダウンは OSCC 細胞の遊走能、浸潤能を抑制した。フローサイトメトリー解析から、
DLEU1 のノックダウンが細胞周期の G2 期停止及びアポトーシスを誘導することが明













した結果、HAS3, CD44, BCL2L10, HOXD8, PRDM4, SMYD2, SETD6, KDM1Bなど、
癌との関わりが知られる遺伝子がDLEU1ノックダウンにより発現低下することが確認
された。また CDH1が DLEU1ノックダウンにより発現上昇することが確認された。 
 










DLEU1 は慢性リンパ性白血病(CLL)において高頻度に欠失する染色体 13q14 に位置
する。この領域は癌抑制遺伝子として有名な RB1 も存在することから、当初 DLEU1















する。これらの結果より DLEU1が HAS3を標的とし、HAS3-CD44 シグナルを活性化
させることで OSCC の進展に寄与する可能性が考えられた。また DLEU1の発現抑制は
SMYD2, SETD6, KDM1B の発現を減弱させた。これらの遺伝子はヒストンメチル修飾
により癌の増殖に関わるとされ、DLEU1 は癌のエピジェネティック制御に関与する可








本研究では OSCC で過剰発現する lncRNA を探索し、OSCC の進展に関与する
lncRNAとして DLEU1を同定した。DLEU1の発現抑制は OSCC細胞の増殖、遊走、
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本研究では OSCC で過剰発現する lncRNA を抽出し癌の進展に関与する lncRNA として
DLEU1 を同定した。DLEU1 のノックダウンは OSCC 細胞の増殖、遊走、浸潤及び in vivo
での腫瘍形成能を顕著に阻害した。また DLEU1 の発現抑制は多数の癌関連遺伝子の発現
を変動させた。更に DLEU1 は癌部で高頻度に発現亢進し全生存率の短縮と相関した。こ
れらの結果より DLEU1 が OSCC の治療標的となる可能性が示された。 
これらの研究成果は OSCC治療における新たな分子標的として臨床応用に繋がる知見であり、博
士（医学）の学位授与に値すると審査委員全員から評価を頂いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
